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^ alleles associes a la resistance a ladite ou auxdites maladies, selon leur hybridation ou leur non hybridation. V invention trouve une 
w** application preTerentielle dans le domaine du diagnostic. 
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PROCEDE D'ANALYSE DE LA PREDISPOSITION GENETIQUE D'UN 
PATIENT A AU MOINS UNE MALADIE ET AMPLIFICATION ADAPTEE A 

UN TEL PROCEDE 

5 La presente invention concerne un procede d'analyse de la predisposition 

genetique d'un patient a au moins une maladie, telle que la polyarthrite rhumatoide ou 
la spondylarthrite ankylosante. 

Chaque individu dispose d'un patrimoine genetique propre, herit6 de ses 
ascendants. Ce contexte genetique particulier peut parfois activement participer a 

10 r apparition et/ou au developpement de certaines affections : infections par un agent 
pathogene (virus du SIDA par exemple), maladies autoimmunes (maladies 
rhumatismales par exemple). Les genes du Complexe Majeur d* Histocompatibility 
(CMH) notamment les genes codant pour les antigenes HLA (Human Leukocyte 
Antigens), jouent un role preponderant dans le developpement des pathologies 

15 autoimmunes articulaires comme la polyarthrite rhumatoide (Lawrence, 1970 ; Stastny, 
1978 ; Khan, 1979 ; Stastny, 1983 ; Gregersen, 1986 ; Gregersen, 1987 ; Stastny, 
1988 ; Todd, 1988 ; Wordsworth, 1989 ; Nepom, 1989 ; Hiraiwa, 1990 ; Nepom, 1991) 
ou la spondylarthrite ankylosante (Brewerton, 1973 ; Schlosstein, 1973 ; Benjamin, 
1990). 

20 Une partie importante de la composante genetique de la susceptibilite a la 

polyarthrite rhumatoide a pu etre associee aux genes HLA-DRB, codant pour la chaine 
P des molecules HLA-DR impliquees dans la presentation des peptides aux 
lymphocytes T, fonction pivot au cceur des mecanismes de regulation de la reponse 
immunitaire. II a ete montr6 plus precisement que la presence d'une sequence 

25 particuliere de cinq acides amines, correspondant aux positions 70 a 74 de la troisieme 
region hypervariable des molecules HLA-DRpl, etait retrouvee pour differents alleles 
rapportes comme etant associes a la polyarthrite rhumatoide. L'implication de cet 
« epitope partage » correspondant aux sequences QKRAA ou QRRAA ou RRRAA 
(code a une lettre des acides amines) est desorrnais bien documentee. Cette explication 

30 moleculaire est 6galement coh6rente avec Tobservation d'une severite graduelle de la 
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maladie lorsque le genotype comprend aucun, un ou deux alleles de susceptibility 
communement appelee effet dose. 

La spondylarthrite ankylosante est une autre maladie inflammatoire, pour 
laquelle une tres forte association avec Tantigene HLA-B27 (risque relatif : 69,1) est 
observee (Baarsma, 1992). En 1977, Schlosstein a publie la forte association entre 
HLA-B27 et differentes spondylarthropathies (Schlosstein, 1977). Differentes 
hypotheses sont avancees pour expliquer cette association, impliquant la encore la 
fonction de presentation de peptides specifiques, des molecules HLA-B27. 

Une association positive a 6te egalement publiee entre HLA-B27 et Tuveite 
anterieure aiguS (risque relatif : 8,2). 

La detection d'antigene(s) HLA-B27 presente un interet clinique certain, 
comme en atteste la pratique courante de cette analyse prescrite en consultation de 
rhumatologie. 

La detection d'allele(s) HLA-B*27 est egalement possible en utilisant les 
techniques de biologie moleculaire d' amplification et d'analyse des regions specifiques 
d' interet. 

Ainsi, en 1985, Weiss a publi6 V organisation, la sequence et r expression du 
gene HLA-B27. En 1991, Hill a publie une technique d' amplification par PCR des 
regions polymorphes du gene HLA-B et la detection du HLA-B*2703 par hybridation 
avec une sonde specifique (Hill, 1991). En 1992, Dominguez a publie la description de 
la premiere methode de genotypage du B27, apres amplification par PCR des regions 
polymorphes du gene HLA-B. 

Actuellement en ce qui concerne la polyarthrite rhumatdide, V identification 
d'allele(s) de susceptibilite est generalement faite en routine au cours dun typage 
HLA-DR de faible resolution ou generique, permettant notamment la detection 
dantigenefs) HLA-DR4 ou d f allele(s) HLA-DRB1 *gr04. 

Ces tests sont effectuees par les centres specialises dans T etude des genes HLA, 
tels les centres de transfusions sanguines ou certains hopitaux specialises. Cette 
identification necessite done Tenvoi d'un echantillon et Tutilisation d'une technologie 
assez lourde. Les consequences negatives sont done nombreuses, telles que : 

- les risques de perte de Techantillon, 

- la longue dur6e de cette identification, 
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- le cout relativement eleve de ladite identification, et 

- P absence de controle par le demandeur sur le prestataire de services. 

L'etat de la technique est tres limite en ce qui concerne les associations HLA- 
DR et polyarthrite rhumatoide, qui utilisent une technologie de biologie moleculaire. 

5 Dans le cadre de la spondylarthrite ankylosante, l'etat de la technique est 

constitue essentiellement de techniques d 'immunologic C'est le cas de la demande de 
brevet WO-A-95/301 52 qui permet I 'identification de Vantigene B27. Ainsi, concernant 
la spondylarthrite ankylosante, une simple recherche d'antigene HLA-B27 est 
habituellement pratiquee en utilisant une technique serologique (cytometric de flux ou 

10 cytotoxicity \ avec un anticorps specifique anti-B27). 

Ces techniques sont rapides mais des reactions faussement negatives sont 
parfois observees du fait du masquage des antigenes B27 par des autoanticorps ou des 
peptides (Neumiiller, 1993 ; Kirveskari, 1997). De plus, comme toute technique 
d'analyse d'antigenes exprimes a la surface des lymphocytes, des precautions de bonne 

15 conservation des cellules sont necessaires, parfois contraignantes. 

Toujours dans ce domaine, l'etat de la technique est egalement constitue de 
techniques de biologie moleculaire. Ainsi, le brevet US-A-4,97 1 ,902 concerne des 
sondes de diagnostic de la predisposition d'un patient a la polyarthrite rhumatoide. 
Ces sondes sont basees sur la reconnaissance du groupe d 'alleles DRB1 *gr04. 

20 Toutefois, si ce groupe d'alleles DRBl*gr04 est effectivement associe a la 

polyarthrite rhumatoide, tous les alleles actuellement connus (DRBl*gr0401 a 
DRBl*gr0427) ne sont pas forcement associes a cette maladie. II peut en resulter que si 
Ton se limite a un typage du groupe d'alleles DRBl*gr04, en fonction des alleles 
presents, on pourra obtenir, outre de vrais positifs ou de vrais negatifs, des faux positifs 

25 qui vont alarmer inutilement le medecin et le patient, 

Qu 'il s 'agisse d une technique serologique (analyse des antigenes DR a I 'aide 
d 'une batterie de serums de specificite connue : resultats rendus selon la nomenclature 
DR1 a DR10) ou dune technique de biologie moleculaire (analyse des alleles DRB1 : 
resultats rendus selon la nomenclature DRB1*01 a DRB1*10), le clinicien s'interesse 

30 essentiellement a la presence d'antigene(s) DR4 ou d'allele(s) DRBl*gr04, avec 
I 'information « effet dose » eventuellement. 
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En cas de resultats suggerant une predisposition a la maladie, un deuxieme test 
est generalement pratique, utilisant une technique de biologie moleculaire dite de 
haute resolution dite de sous-typage du DR4, pour preciser l' allele DRBl*gr04 
(DRBl*gr0401 a gr0427 selon la nomenclature qfficielle en J 998), seuls les alleles 
DRBJ*gr0401, gr0404 t gr0405 et gr0408 etant rapportes comme etant associes a la 
maladie. 

Ces tests sont fiables mais longs, plusieurs jours, et couteux. 

Le procede d'analyse revendique permet une analyse simplifies sur le plan 
pratique, plus rapide, moins de deux heures, apres preparation des amplicons, et peu 
onereuse. 

A cet effet, la presente invention concerne un procede d'analyse de la 
predisposition genetique d'un patient a au moins une maladie, consistant a mettre un 
echantillon liquide contenant au moins un type d'amplicons, issus de l'amplification 
d'au moins une region polymorphe d'interet en rapport avec la ou les maladies 
recherchees, en presence de sondes choisies de la fa<jon suivante : 

- au moins une sonde specifique de typage, dite a faible resolution, capable de 
s'hybrider sur la region polymorphe d'interet d'au moins un gene ou un groupe 
d'alleles de ce gene porte par Tamplicon et associe a ladite ou auxdites maladies, et 

- au moins une sonde specifique de sous-typage, dite a haute resolution, capable de 
s'hybrider sur ladite region polymorphe d'interet de Tallele ou du groupe d'alleles 
specifique de la sonde de typage, dite a faible resolution, 

la ou les sondes a haute resolution permettant de discriminer le ou les alleles associes a 
la susceptibilite et/ou le ou les alleles associes a la resistance a ladite ou auxdites 
maladies, selon leur hybridation ou leur non hybridation. 

Afin de detecter la presence d'un autre allele, lorsqu'un seul allele du gene ou 
du groupe d'alleles de ce gene a et6 detecte, par au moins une sonde specifique de 
typage a faible resolution, correspondant au(x) autre(s) groupe(s) d'alleles, le procede 
consiste a mettre les amplicons en presence d'au moins une sonde specifique d'au 
moins un autre allele, correspondant au polymorphisme dudit gene ou dudit groupe 
d'alleles de ce gene detecte par la ou les sondes a faible resolution. 
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Chaque sonde a faible ou a haute resolution, specifique de la ou des maladies 
recherchees, comporte au moins un motif caracteristique de ladite ou desdites maladies 
recherchees. 

Dans le cas ou l'on souhaite detecter des alleles HLA-DR de susceptibilite 
5 genetique a la Polyarthrite Rhumatoide et autres maladies associees, on utilise : 

- au moins une sonde a faible resolution capable de s'hybrider sur le groupe d' alleles 
DRBl*gr04, 

- au moins une sonde a haute resolution, associee a la susceptibilite genetique a la 
Polyarthrite Rhumatoi'de, capable de s'hybrider avec les alleles suivants : DRB1*0101, 

10 DRBl*gr0401, DRBl*gr0404, DRBl*gr0405, DRBl*gr0408 et DRBl*grl402, 

- au moins une sonde a haute resolution, associee a la resistance genetique a la 
Polyarthrite Rhumatoide, capable de s'hybrider avec les alleles suivants : 
DRBl*gr0402, DRBl*gr0403, DRBl*gr0406 et DRBl*gr0407. 

De plus, on utilise au moins une sonde a faible resolution capable de s'hybrider 
15 sur le groupe d'alleles DRB1*01 et sur l'allele DRB1*10. 

Dans le cas ou Ton souhaite detecter la presence d'un autre allele lorsqu'un seul 
allele du groupe d'alleles DRBl*gr04 a ete detecte, on utilise au moins une sonde 
capable de s'hybrider sur les alleles suivants: DRB1*02, DRB1*03, DRB1*07, 
DRB1*08, DRB1*09, DRB1*1 1, DRB1*12, DRB1*13 et DRB1*14. 
20 En ce qui concerne les sondes en rapport avec ces alleles, on utilise : 

- une sonde SEQID NO 3 pour le typage de DRBl*gr04, 

- deux sondes a haute resolution, associees a la susceptibilite genetique a la Polyarthrite 
Rhumatoide : 

- SEQ ID NO 4 pour DRB 1 *gr0401 , 

25 - SEQ ID N07 pour DRB1*0101, DRBl*gr0404, DRBl*gr0405, et 

DRBl*gr0408, DRB1*1402, 

- deux sondes a haute resolution, associees a la resistance genetique a la Polyarthrite 
Rhumatoide : 

- SEQ ID NO 5 pour DRB1 *gr0402, et 

30 - SEQ ID NO 6 pour DRBl*gr0403, DRBl*gr0406, DRBl*gr0407. 
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Plus precisement, on utilise egalement une sonde a haute resolution, SEQ ID 
NO 8 specifique de DRBl*gr0405, associee a la susceptibilite genetique a la 
Polyarthrite Rhumatoide. 

De plus, on utilise les deux sondes suivantes pour le typage : 

- SEQ ID NO 1 1 pour le groupe d'alleles DRB1*01, et 

- SEQ ID NO 15 pour 1' allele DRB1*10. 

Dans le cas ou Ton souhaite detecter la presence d'un autre allele lorsqu'un seul 
allele du groupe d'alleles DRBl*gr04 a ete detecte, Ton utilise quatre sondes de typage 
suivantes : 

- SEQ ID NO 13 pour DRB1*02, 

- SEQ ID NO 14 pour DRB1*07, DRB1*09, 

- SEQ ID NO 16 pour DRB 1*08, DRB1*12, et 

- SEQ ID NO 12 pour DRB1*03, DRB1*1 1, DRB1*13, DRB1*14. 

Quel que soit le cas de figure, chaque sonde a faible ou a haute resolution, 
specifique des alleles de susceptibilite genetique a la Polyarthrite Rhumatoide et autres 
maladies associees, comporte Tun des motifs caracteristiques suivants : QKRAA, 

QRRAA ou RRRAA. 

Au moins une sonde de controle, capable de s'hybrider avec l'ensemble des 
genes DRB1, est utilisee pour permettre la detection de tous les genes DRB1, tel 
que SEQ ID NO 1 : TTC GAC AGC GAC GTG GGG. 

Si Ton veut en plus detecter des alleles de susceptibilite genetique a la 
Spondylarthrite Ankylosante et autres maladies associees, on utilise au moins une 
sonde a faible resolution, telle que SEQ ID NO 10, capable de s'hybrider sur le gene 
HLA-B, specifique du groupe d'alleles HLA-B27. 

Si Ton veut en plus detecter la susceptibilite genetique associee au Lupus 
Erythemateux Dissemine, a la Connectivity au Syndrome de Sjogren et autres maladies 
associees, on utilise au moins une sonde a faible resolution, telle que SEQ ID NO 19, 
capable de s'hybrider sur le gene HLA-DR, specifique du groupe d'alleles HLA- 
DRB1*03. 

Quelle que soit la detection recherchee, au plus 38,89 % des bases d'une meme 
sonde a faible resolution ou a haute resolution est remplacee par au moins une base 
analogue, telle que l'inosine. 
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Selon une variante de realisation du precede, chaque sonde specifique a faible 
resolution ou a haute resolution, est placee dans un puits d'un plaque de microtitration 
independamment des autres sondes. 

Selon une autre variante de realisation du procede, toutes les reactions sont 
5 realisees simultanement. 

Prealablement au procede expose ci-dessus, au moins une amplification de la ou 
des regions polymorphes d'interet est effectuee. 

Une amplification de la ou des regions polymorphes d'interet associees au 
HLA-DR et une amplification de la ou des regions polymorphes d'interet associees au 
10 HLA-B sont effectuees simultanement. 

Selon une variante de realisation, on effectue une seconde amplification d'au 
moins une region plus ciblee que celle deja effectuee sur la region polymorphe, cette 
region plus ciblee etant une region d'interet en rapport avec la ou les maladies 
recherchees, et on met les amplicons obtenus en presence des sondes precedemment 
15 definies. 

Selon cette variante, la premiere amplification est effectuee en meme temps que 
ou prealablement a la seconde amplification plus ciblee. 

La presente invention concerne egalement une amplification d'une sequence 
correspondant aux groupes d'alleles DRBl*gr04 en vue de son utilisation dans un 
20 procede d'analyse de la predisposition genetique d'un patient a la polyarthrite 
rhumatoide, qui consiste a utiliser des amorces SEQ ID NO 20 en combinaison avec 
des amorces SEQ ID NO 21 . 

La presente invention concerne encore une amplification d'une sequence 
correspondant de l'allele B27 en vue de son utilisation dans un procede d'analyse de la 
25 predisposition genetique d'un patient a la spondylarthrite ankylosante, qui consiste a 
utiliser des amorces SEQ ID NO 22, SEQ ID NO 23 et/ou SEQ ID NO 25 en 
combinaison avec des amorces SEQ ID NO 24 et/ou SEQ ID NO 26. 

De plus, 1'invention peut consister a combiner les deux amplifications decrites 
dans les deux paragraphes ci-dessus, en vue de leur utilisation dans un procedd. 
30 d'analyse de la predisposition genetique d'un patient a la polyarthrite rhumatoide et/ou 
a la spondylarthrite ankylosante 
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Dans ce cas, T amplification, dans laquelle la concentration finale en amorces 
permettant r amplification de la sequence correspondant aux groupes d'alleles 
DRBl*gr04 est superieure a la concentration finale en amorces permettant 
T amplification de la sequence correspondant de l'allele B27. 

Dan une variante de realisation, 1' amplification precedente est associee a 
T amplification d'une sequence correspondant a une region plus ciblee, incluse dans 
l'allele DRBl*gr04, qui consiste a utiliser des amorces SEQ ID NO 21 en combinaison 
avec des amorces SEQ ID NO 27. 

Les exemples ci-joint sont donnes a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. lis permettront de mieux comprendre T invention. 

La presente invention conceme un procede de detection de maladies genetiques 
qui est rapide et d'un faible cout. Cette nouvelle technologie peut etre utilisee avec 
toutes les maladies genetiques et particulierement avec la polyarthrite rhumatoide, la 
spondylarthrite ankylosante et d'autres maladies auto-immunes, telles que les 
connectivites (lupus, sclerodermic, ...) egalement rencontrees lors de consultation de 
rhumatologie. 

II s'agit d'un procede dedie a Tanalyse de predispositions genetiques d'un 
individu a certaines maladies, par une technique de biologie moleculaire permettant 
Tanalyse simultanee de plusieurs genes. Ce procede peut etre avantageusement 
applique a Tanalyse des predispositions genetiques d'un individu, pour une maladie ou 
un ensemble de maladies apparentees, associee(s) a un ou plusieurs genes. Ce procede 
peut etre applique a Tanalyse des predispositions genetiques d'un individu a certaines 
maladies auto-immunes inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide et la 
spondylarthrite ankylosante. 

L'interet de ce procede est d'obtenir en une etape, avec un test multiple mais 
unique, un ensemble complet d' informations pertinentes d'interet clinique 
(diagnostique, pronostique et d 'orientation therapeutique). Le procede se decompose en 
plusieurs etapes : 

1) extraction d'acides nucleiques a partir d'un prelevement biologique de Tindividu, 

2) amplification des regions d'interet, pour lesquelles un polymorphisme associe a une 
predisposition genetique a une pathologie a ete decrit, et 
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3) analyse simultanee des amplicons, utilisant un ensemble de reactions d'hybridation 
mettant en oeuvre un jeu de sondes moleculaires permettant V analyse precise 
d'alleles ou de groupes d'alleles donnes. 

5 I - Exemple d'analvse simultanee des predispositions g6netiques d'un individu 
pour la polvarthrite rhum atoide et la spondvlarthrite ankvlosante : 

1 0> i Extraction d'acides desoxvribonucl eiques (ADN^ a partir d'un echantillon de sang 
peripherique ; 

10 Cette extraction est realisee de maniere tout a fait classique. En fait, on peut 

utiliser n'importe quelle technique d'extraction d'ADN, permettant d'obtenir du 
materiel susceptible d'etre ulterieurement amplifie par un procede d' amplification 
comme la Polymerase Chain Reaction (PCR) Ces techniques de lyse des cellules, avec 
extraction puis purification des acides nucleiques sont habituellement celles 

15 recommandees pour des analyses genetiques, ou techniques rapides utilisant des 
produits commerciaux, telles que QIAmp Blood Kit (Marque deposee) de QIAGEN 
S.A. 

2°^ Amplification simultanee par PCR : 
20 Cette amplification concerne les loci suivants 

- le locus HLA-DR : incluant la region de l'exon 2 correspondant aux codons 5 a 94 
selon la nomenclature officielle, des genes HLA-DRB 

- le locus HLA-B : incluant la region de l'exon 2 correspondant aux codons 25 a 1 14 
selon la nomenclature officielle, du gene HLA-B 

25 Le tableau 1 ci-dessous decrit les amorces utilisees lors de 1' amplification des 

deux loci precedemment decrit. II donne egalement T ensemble des conditions physico- 
chimiques permettant la realisation de cette amplification. 
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Amorces 


- PI (amorce 5'-DR) : SEQ ID NO 20 

CCG GAT CCT TCG TGT CCC CAC AGC ACG (5'>3') 

- P2 (amorce 3'-DR) : SEQ ID NO 21 
TCG CCG CTG CAC TGT GAA G (5'>3') 

- P3 (amorce 5'-B) : SEQ ID NO 22 ou SEQ ID NO 23 
GGG AGG AGC GAG GGG ACC CCA G (5'>3') ou 
GGG AGG AGC GAG GGG ACC GCA G (5'>3') 

- P4 (amorce 3'-B) : SEQ ID NO 24 
ATC TCG GAC CCG GAG ACT (5">3') 


Melange 
reactionnel 


- tampon 10X TEMAG (*) : 10 ul 

- dNTPs (20 mM) : 1 ul (0,2 mM final) 

- PI (30 uM) : 0,8 ul (0,25 uM final) 

- P2 (30 uM) : 0,8 ul (0,25 uM final) 

- P3 (30 uM) : 1,3 ul (0,4 uM final) 

- P4 (30 uM) : 1,3 M-l (0,4 uM final) 

- AmpliTaq (5 U/ul) : 0,5 ul (2.5 U) 

- ADN : 100-500 ng 
-H 2 0:QSP 100 ul 


Programme 
d'amplification 


(5 min a 96°C) + 10 x (10 sec a 98°C + 30 sec a 65°C + 30 sec a 
72°C) + 30 x (20 sec a 96°C + 30 sec a 65°C + 30 sec a 72°C) 



Tableau 1 : Amplificatio n simultanee des regions d'jnteret HLA-DR St HLA-B 



(*) : Tampon 10X TEMAG : 500 mM Tris-HCl pH 8,8, 150 mM Sulfate 
Ammonium, 15 mM MgCl 2 , 500 uM EDTA, 0,1 % gelatine 
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1°} Analyse simultanee des amp licons : 

Cette analyse utilise un ensemble de reactions d 'hybridation mettant en ceuvre 
un jeu de sondes oligonucleotidiques permettant l'analyse precise d'alleles ou de 
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groupes d' alleles HLA-DRB1 et HLA-B*27 importants pour r etude de predisposition 
genetique a la polyarthrite rhumatoide et a la spondylarthrite ankylosante notamment. 

Le tableau 2 decrit r ensemble des sondes qui est utilise pour la detection de ces 
deux maladies. Les indications qui sont donnees de la gauche vers la droite sont les 
suivantes : 

- la reference de la sonde attribue dans la nomenclature HLA, 

- le numero de la sequence attribue dans ce document, 

- le gene HLA concerne, 

- la sequence constituant cette sonde, et 

- la localisation des codons (trois nucleotides) sur les genes HLA. 
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Sonde 


SEQ ID 
NO 


Gene 
HLA 


Sequence (5'>3') 


Localisation 
( codons} 


C + 


1 


DR 


TTC GAC AGC GAC GTG GGG 


40-45 


C- 


2 




TAT GAA ACT TAT GGG GAT AC 




4 


3 


DR 


GAT ACT TCT ATC ACC A 


29-34 


QK71 


4 


DR 


GAG CAG AAI CGG ICC 
GAG CAG AAG CGG GCC 


69-73 


IDE71 


5 


DR 


CTG GAA GAC GAI CGG 
CTG GAA GAC GAG CGG 


68-72 


| E74 


6 


DR 


AGC AIA IGC IGG ICI All 

Ann aha cine ann nnn ag-ci 

/l s\ \J ri UUL KJ\J\J *rl \j \J 


69-75 


QK71 


"7 


UK 


pap, Ann nm on TCT oto 
CAGAGG CGG GCC GCG GTG 


70-7*5 


' S57 


8 


DR 


GCC TAG CGC CGA GTA 


55-60 


C + (B) 


Q 


r> 


AAA TAf CTC* ATG GAG TGG GAG PC 

J\J\jT\ 1 /\V_^ V/lV /\ 1 VJ VJ/AVJ X VJ VJ VJ.TYVJ v^v^ 


25-32 (*} 


"DOT 


1 u 


r> 

D 


TGp PTT TGC CTT TCA GAT 
TGC C7T GGC CTT GCA GA T 


90-95 {*\ 


1 


1 1 
\ i 


LJt\. 


Tf.fi PAG CTT AAG TTT GAA 


9-14 


52 


12 


DR 


TAC TCT ACG TCT GAG T 


10-15 


2 


13 


DR 


CAG CCT AAG AGG GAG TG 


10-15 ; 


7+9 


14 


DR 


LAG GTI GAC AIC GTG TGC 
CAG GTG GAC ACC GTG TGC 


74-79 


10 


15 


DR 


GGA GGA GGT TAA GTT 


8-13 


8+12 


16 


DR 


CTC TAC GGG IGA GT 

CTC TAC GGG TGA GT 


10-15 


3 


19 


DR 


CCG GGT GGA CAA CIA C 
CCG GGT GGA CAA CTA C 


73-78 


Dl 


17 


DR 


GAA CAG CCA GAA GGA C 


61-66 


D6 


18 


B 


CTC GCT CTG GTT GTA GTA G 


106-113 (*) 



Tableau 2 : Sondes o liponucleotidiques 
(*) sonde correspondant au brin complementaire non-codant 
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Pour certaines sondes, une deuxieme sequence en caracteres italiques precise la 
sequence naturelles, c'est-a-dire uniquement constitute des quatre nucleotides 
adenosine (A), Thymine (T), guanine (G) et cytosine (C). Les autres sequences 
reprennent les memes nucleotides a Texception de la substitution de certains par des 
nucleotides differents. Dans le cas present, il s'agit de l'inosine. 

Certaines sequences ne contiennent pas d'inosine, c'est le cas des SEQ ID NO 
1, 2, 3, 8, 9, 11, 12, 13, 15, 17 et 18. D'autres en contiennent peu, c'est le cas de la SEQ 
ID NO 19, ou il y a une inosine sur un total de seize nucleotides, soit 6,25 % de 
differences par rapport a la sequence de base. D'autres en contiennent beaucoup plus, 
comme pour la SEQ ID NO 6, ou il y a sept inosines sur un total de dix-huit 
nucleotides, soit environ 38,89 % de differences par rapport a la sequence de base. 

L'utilisation des inosines permet d'ameliorer encore la specificite des sondes 
vis-a-vis des sequences auxquelles elles vont s'hybrider. La specificite des sondes de 
captures est bien precisee dans le tableau 3 ci-apres. 
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Sonde 


SEQ ID NO 


Specificite 


C + 


1 


Tous les DRB1* 


C- 


2 


Aucun 


4 


3 


DRBl*gr04 


QK71 


4 


DRBl*gr0401 notamment, allele possedant le motif QKRAA 
correspondant a 1' epitope partage 


IDE71 


5 


DRB 1 * gr0402 notamment 


E74 


6 


DRB 1 *gr0403, grO406 et gr0407 notamment 


QR71 


7 


DRB1*0101, gr0404, gr0405, gr0408 et 1402 notamment, 
allele possedant le motif QRRAA correspondant a l'epitope 
partage 


S57 


8 


DRBl*gr0405 notamment 


C + (B) 


9 


Tous les B* 


B27 


10 


B*27 notamment 


1 


11 


DRB1*01 j 


52 


12 


DRB1*03, 11, 13 et 14 notamment 


2 


13 


DRB 1*02 


| 7+9 


14 


DRB 1*07 et09 


10 


15 


DRB1*10 ! 


3 


19 


DRB 1*03 notamment 


8+12 


16 


DRB 1*08 et 12 notamment 




Tahiti 3 : Specifies princioales des sondes de capture 



Dans ce tableau 3, le terme « notamment » est parfois associe a certains alleles. 
L'explication reside dans le fait qu'il existe d'autres alleles. Ainsi avec la SEQ ID NO 
5, on detecte le DRBl*gr0402 mais egalement le DRBl*gr0414. Ce dernier est tres 
rare, tellement rare qu'aucune etude n'a ete entreprise a ce jour, pour Her sa presence a 
celle de la polyarthrite rhumatoide. Neanmoins, les motifs de ces deux alleles etant 
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semblables au niveau des regions polymorphes cPinteret, il y a de forte chance que leur 
susceptibilite soit identique vis-a-vis de cette maladie. 

Les sondes Dl et D6, correspondant aux SEQ ID NO 17 et 18 sont des sondes 
de detection. 

Elles reconnaissent les regions observees chez tous les alleles d'un meme gene. 
Ainsi, la sonde SEQ ID NO 17 est choisie dans une region conservee du gene HLA 
DR, alors que la sonde SEQ ID NO 18 est choisie dans une region conservee du gfcne 
HLA B. 

Cette analyse des sondes peut etre effectuee sur des plaques de micro-titration 
ou micro-plaques dont le format est normalise. Ces plaques component des barrettes 
isolees de huit puits, qui peuvent etre assemblies selon le nombre de tests a realiser. 
Pour des imperatifs de commodite et de cout, l'utilisation de deux barrettes par tests et 
avantageuse. 

L'objectif est d'obtenir des resultats avec un minimum de barrettes, car le cout 
de fabrication doit etre le plus reduit possible tout en ayant des prestations de tres haut 
niveau. Ce minimum correspond k deux barrettes. 

Dans le cas de la polyarthrite rhumato'ide et de la spondylarthrite ankylosante, 
on peut done utiliser deux barrettes, qui seront respectivement appelees Rl et R2. Si 
pour la barrette Rl, une possibility est proposer, deux cas de figure sont possibles en ce 
qui concerne R2. 
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BarretteRl ! 


Barrette R2 


Barrette R2bis 


C + 


SEQ ID NO 1 


C + (B) 


SEQ ID NO 9 


C + (B) 


SEQ ID NO 9 


C - 


SEQ ID NO 2 


B27 


SEQ ID NO 10 


B27 


SEQ ID NO 10 


4 


SEQ ID NO 3 


1 


SEQ ID NO 1 1 


1 


SEQ ID NO 1 1 


QK71 


SEQ ID NO 4 


52 


SEQ ID NO 12 


52 


SEQ ID NO 12 


IDE71 


SEQ ID NO 5 


2 


SEQ ID NO 13 


2 


SEQ ID NO 13 


E74 


SEQ ID NO 6 


7+9 


SEQ ID NO 14 


3 


SEQ ID NO 19 


QR71 


SEQ ID NO 7 


10 


SEQ ID NO 15 


10 


SEQ ID NO 7 


S57 


SEQ ID NO 8 


8+12 


SEQ ID NO 16 


7+9+8+12 


SEQ ID NO 14 
et 16 



Tableau 4 : Organisation du multi-t est (repartition des sondes dans les puits^ 



5 La barrette Rl comporte un controle positif (SEQ ID NO 1), qui permet de 

detecter tous les alleles du gene DRB1*, ce qui permet de controler que V amplification 
a bien concern^ la region d'int6ret comprise entre les amorces PI et P2 decrites dans le 
tableau 1. Le controle negatif (SEQ ID NO 2) n'a pas d'objectif diagnostic, il n'est 
present que pour repondre a certaines normes. Cette sequence n'est absolument pas 

10 specifique du HLA, et correspond a une sequence aleatoire non retrouvee chez les 
genes HLA. 

La SEQ ID NO 3 permet le typage de 1' ensemble des alleles qui constitue ie 
groupe DRBl*gr04. Elle permet T identification de tous les alleles DRBl*gr04, alleles 
appartenant au groupe defini par des techniques de typage HLA par serologic, comme 
15 le groupe DR4. II s'agit d'une sonde a faible resolution, c'est-a-dire que de nombreux 
alleles peuvent etre recormus par celle-ci. 

Les SEQ ID NO 4 a 8 permettent, quant a elles, le sous-typage de certains des 
alleles qui constituent le groupe DRBl*gr04, en precisant le ou les alleles partageant 
une sequence particuliere. II s'agit de sondes a haute resolution, c'est-a-dire que 
20 quelques alleles, voire un seul, peuvent etre recormus par une de ces sondes. 
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Toutes ces sondes sont utilisees pour detecter les alleles possedant r epitope 
partage associes a la predisposition genetique a la polyarthrite rhumatoide. Plus 
particulierement, les sondes SEQ ID NO 4 et 7 permettent de detecter les alleles 
associes a la susceptibilite a la polyarthrite rhumatoide, , et les sondes SEQ ID NO 5 et 
6 permettent de detecter les alleles associes a la resistance a ladite polyarthrite 
rhumatoide. La sonde SEQ ID NO 8 permet de confirmer la presence d'un allele 
DRBl*gr0405. 

La barrette R2 comporte un controle posit if (SEQ ID NO 9), qui permet de 
detecter les amplicons correspondant a l'exon 2 du gene HLA-B, ce qui permet de 
controler que Tamplification a bien concerne la region d'interet comprise entre les 
amorces P3 et P4 decrites dans le tableau 1 . 

Elle comporte d'autre part une SEQ ID 10, qui permet de detecter le groupe des 
alleles B*27, utilisee pour determiner si un individu est predispose a developper une 
spondylarthrite ankylosante. 

Pour le reste, cette barrette est constitute de sondes de faible resolution, a savoir 
les SEQ ID NO 11 a 16, qui permettent de completer 1' analyse des deux haplotypes de 
tout individu, notamment en indiquant si la presence d' alleles de susceptibilite ou de 
resistance a la polyarthrite rhumatoide, revelee par la barrette Rl, concerne Tun ou les 
deux haplotypes (effet dose). 

Selon la balance entre allele de susceptibilite, allele de resistance et allele 
neutre, les risques de developper une polyarthrite rhumatoide plus ou moins severe sont 
differents et les moyens therapeutiques a mettre en ceuvre seront adaptes a ce 
diagnostic. 

Dans le cas de la barrette 2bis, on reprend sensiblement la meme configuration 
que la barrette R2, a l'exception de deux modifications. 

Premierement, deux reactions ont ete regroupees. Ainsi, un seul puits contient 
en son sein deux sondes differentes, a savoir SEQ ID NO 14 et SEQ ID NO 16. 

Le puits ainsi libere permet l'ajout d'une nouvelle sonde SEQ ID NO 19 qui est 
associee a la presence d'alleles DRB1*03 (DR3). II est en effet judicieux de pouvoir 
identifier de facon independante ce groupe d'alleles DRB1*03, retrouve associe a 
d'autre maladies, comme le Lupus Erythemateux DisseminS, la Connectivite, le 
Syndrome de Sjogren, le diabete insulino-dependant par exemple. 
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4°) Preparation des reactifs permettant P analyse des amplicons prepares ; 

Le principe d'hybridation inverse utilise, est celui decrit dans le document 
WOA-93/02213 de la demanderesse, dont le contenu est considere comme contenu 
dans notre demande de brevet. Brievement, les sondes specifiques de capture sont 
adsorbees de fa9on passive sur le polystyrene des puits de barrettes montees en micro- 
plaques, grace a une modification de leur extremite 5' (presence d'une fonction -NH 2 ). 
Les sondes de detection sont des oligonucleotides couples de fa9on covalente a 
P enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase) grace a une modification de leur extremite 
5' (presence d'une fonction -NH,). La composition du tampon d'hybridation a ete 
modifiee comme suit : 

- 75 mM Na 2 HP0 4 , 2H 2 0, 

- 25 mM NaH 2 P0 4 , H 2 0, 

- pH 6,8, 

- 500 mM NaCl, 

- 2 % PEG 4000, 

- 0,65 % de Tween 20, 

- 0,1 % de gelatine, 

- 0,14 g/1 d'ADN sonique, 

• 0,001 % de Ciprofloxacin chlorhydrate, et 

- 0,02 % de Bromo-Nitro-Dioxane, 

Un multi-test est constitue par une barrette Rl et une barrette R2 ou R2bis, 
comme decrit dans le tableau 4. 

5°^ Mode operatoire : 

1) Denaturation des amplicons : aux 100 |il de solution d'amplicons prepares, sont 
ajoutes 10 ^1 de r6actif de denaturation (2N NaOH). Incubation 5 minutes a 18- 
25°C. 

2) Ajout de 2 ml de tampon d'hybridation, de 0,2 ml de solution contenant les sondes 
de detection. 

3) Repartition du melange, a raison de 100 ^1 dans chacun des seize puits sensibilisSs 
correspondant a un multi-test. Couvrir d'une feuille autocollante. 
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4) Incubation 60 minutes a Petuve a 37°C (35-39°C). 

5) Elimination du materiel non hybride par lavage a 18-25°C. 

6) Revelation de la reaction enzymatique, en repartissant 100 \x\ par puits de solution 
de substrat (OPD, orthophenylene diamine). Incuber 20 minutes a 18-25°C, a 

5 Tobscurite. 

7) Lecture des resultats : directe ou enregistrement des densites optiques (lecture a 492 
nm). 

8) Interpretation des resultats. 
10 TI - Exemples et resultats ; 

Les resultats obtenus avec differents echantillons au typage HLA connu sont 
presentes ci-apres : 

15 1°) Premier echantillon : 

Les deux tableaux 5 et 6 suivants represented les resultats obtenus avec deux 

barrettes Rl et R2. 



Barrette Rl 


DOx 1000 




SEQ ID NO 1 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 






SEQ ID NO 3 


898 


+ 


SEQ ID NO 4 


256 


+ 


SEQ ID NO 5 


1 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


10 




SEQ ID NO 8 


9 





Barrette R2 


DOx 1000 




SEQ ID NO 9 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 10 


0 




SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID.NO 13 


2044 


+ 


SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


1 




SEQ ID NO 16 


3 
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Tableau 5 : B arrette Rl 



Tableau 6 : B arrette R2 
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Du fait de Tutilisation d'une barrette R2, deux analyses sont possibles. 
Premierement, Panalyse du HLA-DR montre que : 

- la sonde SEQ ID NO 1 est positive : V amplification HLA-DR et le test d'hybridation 
ont correctement fonctionne, 

- les sondes SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 4 sont positives : un allele DRBl*gr0401 est 
present, et 

- la sonde SEQ ID NO 13 est positive : un allele DRB1*02 est present. 

En conclusion, il y a presence d'un seul allele de susceptibilite a la polyarthrite 
rhumatoide (DRBl*gr0401), le second allele etant DRB1*02 qui fait preuve de 
neutralite vis-a-vis de la polyarthrite rhumatoide. 

Deuxiemement, 1' analyse du HLA-B montre que : 

- la sonde SEQ ID NO 9 est positive : 1' amplification HLA-B et le test d'hybridation 
ont correctement fonctionne, et 

- la sonde SEQ ID NO 10 negative : il y a absence d'allele B*27. 

Le patient dont l'echantillon a et6 teste n'est pas susceptible a la spondylarthrite 

ankylosante. 

Le typage HLA de ce premier echantillon etait : 

- HLA-DRB 1 *gr0401 / 1602, et 
-HLA-B*5701. 

2°^ Deuxi eme echantillon : 

Les deux tableaux 7 et 8 suivants representent les resultats obtenus avec deux 

barrettes Rl et R2. 
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T~> -.4-4.-1, "D 1 

Barrette Ki 


r^o v 1 nnn 

Uw X 1UUU 


T / - 


SEQ ID NO 1 


"» C A/A 

> 2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


0 




SEQ ID NO 3 


261 


+ 


SEQ ID NO 4 


0 




SEQ ID NO 5 


312 


+ 


SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


4 




SEQ ID NO 8 


0 




Tableau 7 : Barrette Rl 



rsarrette Kz 


UU X IUUU 


T / - 


SEQ ID NO 9 


>2500 






n 




SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 13 


2300 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


0 





Tableau 8 : Barrette R2 
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II y a quatre sondes positives, qui sont : 

- la sonde SEQ ID NO 1 : l'amplification HLA-DR et le test d'hybridation ont bien 
fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 3 : il y a presence d'au moins un allele DRBl*gr04, 

- la sonde SEQ ID NO 5 : il y a presence d'au moins un allele DRBI*gr0402, et 

- la sonde SEQ ID NO 9 : il y a presence d'au moins un allele B* mais pas de B*27 
puisque la SEQ ID NO 10 est negative. 



II s'agit done presence d'un allele DR4, mais d'un sous-type non implique dans 
la susceptibilite genetique a la PR (DRBl*gr0402). L' identification du deuxieme allele 
15 permet d'etablir qu'il s'agit de DRB1*02. 

Le typage HLA de ce troisieme echantillon 6tait : 

- HLA-DRB1 *grO402 / 02, et 

- HLA-B different de B*27. 



20 



3°) Troisieme echantillon : 

Les deux tableaux 9 et 10 suivants repr6sentent les resultats obtenus avec deux 
barrettes Rl etR2. 
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Barrette Kl 


UU X 1UUU 


+ / - 


r^T^/^v TT\ \ir\ 1 

SEQ ID NO i 




_i_ 
i 


SEQ ID NO 2 






SEQ ID NO 3 


4 




SEQ ID NO 4 


21 




SEQ ID NO 5 


1145 


+ 


SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


8 




SEQ ID NO 8 


0 




Tahiti 9 : Barrette Rl 



Rarrette R2hi<; 

Dal 1 tut l\^LU io 


DO x 1 000 


+ / - 


oE/V^ iu in w y 






SEQ ID NO 10 


2228 


+ 


SEQ ID NO 1 1 


12 




SEQ ID NO 12 


1278 


+ 


SEQ ID NO 13 


877 


+ 


SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


5 





Tableau 1 0 : Barrette R2 



5 Comme les deux exemples precedents, deux analyses sont possibles. 

Premierement, Tanalyse du HLA-DR montre que : 

- la sonde SEQ ID NO 1 est positive : Tamplification HLA-DR et le test d'hybridation 
ont correctement fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 3 est negative : il y a absence d'allele DRBl*gr04, 

10 - les sondes SEQ ID NO 5 et SEQ ID NO 12 sont positives : un allele DRB1*1 1 ou 13 
est present, et 

- la sonde SEQ ID NO 13 est positive : il y a presence d'un allele DRB1*02. 

En conclusion, il n'y a aucun allele de susceptibilite a la polyarthrite 
rhumatoTde, les deux alleles DR ont cependant ete identifies au niveau generique. 
15 Deuxiemement, Tanalyse du HLA-B montre que : 

- la sonde SEQ ID NO 9 est positive : V amplification HLA-B et le test d'hybridation 
ont correctement fonctionne, et 

- la sonde SEQ ID NO 10 est positive : il y a presence d'au moins un allele B*27. 

Le typage HLA de ce troisieme echantillon etait : 
20 - HLA-DRB1*02 / 1301, et 

- HLA-B*27. 
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4°) Ouatrieme echantillon : 

Les deux tableaux 1 1 et 12 suivants representent les resultats obtenus avec deux 
barrettes Rl et R2bis. 

La configuration avec deux barrettes Rl et surtout R2bis (Voir tableau 4) 
permet, en plus de 1' analyse de la susceptibilite genetique a la polyarthrite rhumatoide 
et a la spondylarthrite ankylosante, de mieux analyser la susceptibilite genetique au 
Lupus Erythemateux Dissemine, aux Connectivites, au Syndrome de Sjogren et autres 
maladies rencontrees lors d'une consultation de rhumatologie. Ceci est realise en 
combinant dans un seul puits les SEQ ID NO 14 et 16, qui renferment les sondes 7, 8, 9 
et 12, dont les specificites sont decrites dans le tableau 3. 



Barrette Rl 


DO x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 1 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


0 




SEQ ID NO 3 


275 


+ 


SEQ ID NO 4 


241 


+ 


SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


0 




SEQ ID NO 8 


0 





Barrette R2 


DO x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 9 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 10 


0 




SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


1832 


+ 


SEQ ID NO 13 


2 




SEQ ID NO 19 


849 


+ 


SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 14 
+ 16 


67 





Tableau 1 1 : Barrette Rl 



Tableau 12 : Barrette R2 



II y a six sondes positives, qui sont : 

- la sonde SEQ ID NO 1 : T amplification HLA-DR et le test d'hybridation ont bien 
fonctionne, 

- la sonde SEQ ID NO 3 : il y a presence d'au moins un allele DRB1 *gr04, 

- la sonde SEQ ID NO 4 : il y a presence d'au moins un allele DRBl*gr0401, 

- la sonde SEQ ID NO 9 : il y a presence d'au moins un allele B* mais pas de B*27 
puisque la SEQ ID NO 10 est negative, 
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- la sonde SEQ ID NO 12 : il y a presence d'au moins un allele DRB1*03, 11, 13 ou 
14, et 

- la sonde SEQ ID NO 19 : il y a presence d'au moins un allele DRB1*03. 

II y a done presence d'un allele de susceptibilite genetique a la polyarthrite 
5 rhumatoide du fait de I'existence de l'allele DRBl*gr0401, et d'un allele de 
susceptibilite genetique au Lupus Erythemateux Dissemine du fait de I'existence de 
l'allele DRB1 *03 chez ce patient. II n'y a pas d'allele concernant le B*27. 
Le typage HLA de ce quatrieme echantillon etait : 

- HLA-DRJB 1 *gr0401 / 0301, et 
10 - HLA-B different de B*27. 

Ill - Optimisa tions des resultats : 



15 



L'objectif a ete d'ameliorer les conditions dans lesquelles doit etre realisee 
1' amplification. Les conditions optimales sont recapitulees dans le tableau 13 ci- 
dessous. 
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Amorces 


- PI (amorce 5'-DR) : SEQ ID NO 20 

CCG GAT CCT TCG TGT CCC CAC AGC ACG (5'>3') 

- P2 (amorce 3 ' -DR) : SEQ ID NO 2 1 
TCG CCG CTG CAC TGT GAA G (5'>3') 

- P3 (amorce 5'-B) : SEQ ID NO 25 

GGG AGG AGC GAG GGG ACC GCA (5'>3') 

- P4 (amorce 3'-B) : SEQ ID NO 26 

ATC TCG GAC CCG GAG ACT CG (5'>3') 


Melange 
reactionnel 


- tampon 10X TEMAG (*) : 10 pi 

- dNTPs (20 mM) : 1 pi (0,2 mM final) 

- PI (40 uM) : 1 pi (0,4 pM final) 

- P2 (40 pM) : 1 pi (0,4 pM final) 

- P3 (30 pM) : 1 pi (0,3 pM final) 

- P4 (30 pM) : 1 pi (0,3 pM final) 

- AmpliTaq (5 U/pl) : 0,5 pi (2,5 U) 

- ADN : 100-500 ng 

- H 2 0 : QSP 100 pi 


Programme 
d' amplification 


(5 min a 96°C) + 10 x (10 sec a 98°C + 30 sec a 65°C + 30 sec a 
72°C) + 30 x (20 sec a 96°C + 30 sec a 62°C + 30 sec a 72°C) 



Tableau 13 : Amplification simultanee et optimisee des region? 
dMnteret HLA -DR et HLA-B 

Les differences entre les conditions d'amplification du tableau 1 et du tableau 9 
resident done dans le choix des amorces P3 et P4 legerement modifiees, de nouvelles 
concentrations en amorces PI, P2, P3 et P4 et une variation de temperature dans le 
programme d'amplification. L'apport dans les resultats de ces modifications est precis^ 
dans les tableaux 14, 15 et 16 qui correspondent chacun a un echantillon different de 
patients. 
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Conditions initiales 


Amorces 
optimisees 


Amplification 
optimisee 


Amorces et 
amplification 
optimisees 


SEQ ID NO 1 


>2500 


>2500 


>2500 


>2500 


SEQ ID NO 2 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 3 


97 


171 


202 


365 


SEQ ID NO 4 


52 


95 


59 


42 


SEQ ID NO 5 


959 


1552 


966 


1472 


SEQ ID NO 6 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 7 


17 


44 


31 


45 


SEQ ID NO 8 


0 


16 


0 


3 


SEQ ID NO 9 


1237 


1708 


1627 


1792 


SEQ ID NO 10 


211 


363 


394 


414 


SEQ ID NO 11 


3 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 12 


882 


895 


737 


791 


SEQ ID NO 13 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 14 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 15 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 16 


0 


0 


0 


0 



Tableau 1 4 : Etude comparative du premier echantillon 



Le typage de ce premier echantillon est de DRBl*gr0404 / 52. 
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Conditions initiales 


Amorces 
optimisees 


Amplification 
optimisee 


Amorces et 
amplification 
optimisees 


SEQ ID NO 1 


789 


1335 


1240 


1914 


SEQ ID NO 2 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 3 


353 


649 


635 


944 


SEQ ID NO 4 


14 


49 


45 


102 


SEQ ID NO 5 


104 


232 


228 


463 


SEQ ID NO 6 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 7 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 8 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 9 


1822 


>2500 


2120 


2240 


SEQ ID NO 1 0 


n 

V 


o 


0 


0 


SEQ ID NO 1 1 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 12 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 13 


1 


5 


2 


1 


SEQ ID NO 14 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 15 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 16 


0 


0 


3 


0 



Tahleau \ 5 : Eiuds comparative du denxieme ^ch^ntjHon 



Le typage de ce deuxieme echantillon est de DRB1 *gr0401 / gr0402. 
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l^UnillllUIlo Ullliaiwo 


Amorces 

/ VIII V-J 1 w 

optimisees 


Amplification 
optimisee 


Amorces et 
amplification 
optimisees 


SEQ ID NO 1 


O i D 


1 156 


1052 


2098 


SEQ ID NO 2 


n 
u 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 3 






679 


1381 


SEQ ID NO 4 


u 


o 


o 


0 


SEQ ID NO 5 


u 


o 


0 


0 


SEQ ID NO o 


Q 

o 


23 


17 


66 


SEQ ID NO 7 


1 A 


26 


21 


66 


SEQ ID NO o 


OH 


174 


131 


405 


SEQ ID NO 9 




2377 


2089 


2191 


SEQ ID NO 10 


296 


622 


567 


490 


SEQ ID NO 1 1 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 12 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 13 


3 


0 


1 


0 


SEQ ID NO 14 


0 


0 


0 


0 


SEQ ID NO 15 


0 


0 


0 


1 0 


SEQ ID NO 16 


0 


2 


0 


0 



Tahleau 1 6 ; Etude com parative du troisieme echantillon 



Le typage de ce troisieme echantillon est de DRB1 *gr0403 / gr0405. 

Toutes ces valeurs sont des valeurs de DO multiplies par mille (DO x 1000). 
La valeur maximale lisible etant de 2,5, lorsque le chiffre est superieur a cette valeur,. 
on indique uniquement que la valeur est superieure a 2500 (>2500). 

On remarque que toutes les valeurs significatives les plus elevees ont ete mises 
en exergue par epaississement du trait. II s'agit uniquement des sondes positives. Pour 
le premier echantillon, sur les sept valeurs significatives, toutes sont issues des 
conditions optimisees par rapport aux conditions initiales. Trois sont associees a 
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I 'optimisation des amorces et quatre a l'optimisation des amorces et de 1* amplification. 
Pour le deuxieme echantillon, sur les cinq valeurs significatives, toutes sont issues des 
conditions optimisees par rapport aux conditions initiales. Une est associee a 
l'optimisation des amorces et quatre a l'optimisation des amorces et de 1' amplification. 
5 Pour le troisieme echantillon, sur les sept valeurs significatives, toutes sont issues des. 
conditions optimisees par rapport aux conditions initiales. Deux sont associees a 
l'optimisation des amorces et cinq a l'optimisation des amorces et de 1' amplification. 

L'optimisation de l'amplification seule se justifie moins que l'optimisation des 
amorces seule ou l'optimisation des amorces et de l'amplification. Neanmoins on 
10 remarque que sur les sequences correspondant aux dix-neuf valeurs significatives, dix- 
huit sont en faveur de l'optimisation de l'amplification par rapport aux conditions 
initiales. 

En comparant les techniques d'amplification selon le tableau 1 et selon le 
tableau 13, on s'apercoit que 1' amplification est plus efficace lorsque la concentration 
15 finale en amorces permettant l'amplification de la sequence correspondant aux groupes 
d'alleles DRBl*gr04 est superieure a la concentration finale en amorces permettant 
r amplification de la sequence correspondant a 1' allele B27. 

TV - Perfeftinnnements • 

20 

Dans certains cas des ambiguYtes peuvent apparaitre. Ainsi les amorces n'etant 
pas specifiques du DR4, d'autres alleles sont amplifies ce qui peut entrainer des 
difficulty d'interpretation. C'est par exemple le cas dans les trois exemples ci-dessous, 
la seule solution est alors d'effectuer une amplification plus ciblee sur le DR4, a l'aide 
25 d'amorces particulieres telles que decrites dans le tableau 1 7 ci-dessous : 
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Amorces 


- P5 (amorce 5'-DR) : SEQ ID NO 27 

GTT TCT TGG AGC AGG TTA AAC (5">3') 

- P2 (amorce 3'-DR) : SEQ ID NO 21 
TCG CCG CTG CAC TGT GAA G (5'>3') 


Melange 
reactionnel 


- tampon Tris-HCl pH 8,3 : 50 pM 

- dNTPs (20 mM) : 1 pi (0,2 mM final) 

- P2 (30 pM) : 1 pi (0,3 pM final) 

- P5 (30 pM) : 1 pi (0,3 pM final) 

- AmpliTaq (5 U/pl) : 0,3 pi (1.5 U) 

- ADN : 100-500 ng 
-H 2 0 : QSP 100 pi 


Programme 
d' amplification 


(2 min a 95°C) + 32 x (30 sec a 95°C + 30 sec a 55°C + 30 sec a 
72°C) + 30 x (20 sec a 96°C + 30 sec a 62°C + 30 sec a 72°C+7 min 
a 72°C) 


Tahleau 17 ; Amplification nihlfee d'une region d'interet HLA-DR 



Les exemples qui montrent de telles ambiguTtes et leur resolution sont 
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1 °) Premier echantillon 



31 



Barrette Rl 


DOx 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 1 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


< 50 




SEQ ID NO 3 


197 


+ 


SEQ ID NO 4 


182 


+ 


SEQ ID NO 5 


1692 


+ 


SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


11 




SEQ ID NO 8 


3 





Barrette R2bis 


DO x 1000 


+ / - 


SEQ ID NO 9 


>25UO 


+ 


SEQ ID NO 10 


0 




SEQ ID NO 1 1 


2 




SEQ ID NO 12 


1519 


+ 


SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


0 





Tahle.au 1 8 : Barrette Rl 



Tableau 19 : Barrette R2 



Dans ce cas, il n'est pas possible, sans prendre de risque de differencier dans le 
groupe DRBl*gr04 (SEQ ID NO 3 est positive) entre DRBl*gr0401 (SEQ ID NO 4 
est positive) et DRBl*gr0402 (SEQ ID NO 5 est positive). L' autre allele est un gr52 
(SEQ ID NO 12 est positive). De plus, les chiffres bruts tendent a privilegier 
DRBl*gr0402 puisque la SEQ ID NO 5 a une valeur positive de 1692, alors que pour 
DRBl*gr0401 la SEQ ID NO 4 n'est positive qu'avec une valeur de 182. 

Pourtant la seconde analyse va permettre de differencier ces deux alleles. C'est 
ce qui est bien represents sur les tableaux 20 et 21 . 
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Barrette Rl 


DO x 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 1 


2181 


+ 


SEQ ID NO 2 


< 50 




SEQ ID NO 3 


1281 


+ 


SEQ ID NO 4 


200 


+ 


SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


1 




SEQ ID NO 8 


0 





Tableau 20 : Barrette Rl 



Barrette R2bis 


DOx 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 9 


ND 




SEQ ID NO 10 


ND 


7 


SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


0 





Tableau 21 : Barrette R2 



On voit done bien sur cette seconde analyse qu'il s'agit de DRBl*gr0401 (SEQ 
ID NO 4 est positive), alors que DRBl*gr0402 (SEQ ID NO 5 est negative). La 
differenciation entre DRBl*gr0401 et DRBl*gr0402 est done possible, ce qui a une 
grande incidence puisque ces deux alleles n'ont pas le meme impact sur la polyarthrite 
rhumatoide. Ainsi, DRBl*gr0401 est associe a la susceptibilite genetique a la 
polyarthrite rhumatoide, et DRBl*gr0402 est associe a la resistance genetique a la 
polyarthrite rhumatoide. 

Le typage de ce premier 6chantillon est done DRBl*gr0401 / gr52. 
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2 0> l Deuxie me echantillon : 



Barrette Kl 


v 1 nnn 






>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


<50 




SEQ ID NO 3 


193 




SEQ ID NO 4 


21 




SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


72 


+ 


SEQ ID NO 8 


137 


+ 



Tahlea.. 72 : Barrette Rl 



RoTTPttP D Okie 


rio v 1 nnn 




SEO ID NO 9 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 10 


1 




SEQ ID NO 1 1 


1 




SEQ ID NO 12 


1827 


+ 


SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


3 





Tableau 23 : Barrette R2 



Dans ce cas, il n'est pas possible, sans prendre de risque de differencier dans le 
groupe DRBl*gr04 (SEQ ID NO 3 est positive) entre DRBl*gr0404 (SEQ ID NO 7 
est positive) et DRBl*gr0405 (SEQ ID NO 7 et SEQ ID NO 8 sont toutes les deux 
positives). L' autre allele est un gr52 (SEQ ID NO 12 est positive). 

Pourtant la seconde analyse va permettre de differencier ces deux alleles. C'est 
ce qui est bien represents sur les tableaux 24 et 25. 
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Darreue 1 


DO x 1000 


+ / - 


CCA TT"\ K7/^V 1 

ID INVJ 1 






SEO ID NO 2 


< 50 




SEQ ID NO 3 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 4 


0 




SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


773 


+ 


SEQ ID NO 8 


560 


+ 



Tableau 24 : Barrette Rl 



Barrette R2bis 


DO x 1000 


+ /- 


SFO ID NO 9 


ND 


? 


SEQ ID NO 10 


ND 


? 


SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


0 





Tableau 25 : Barrette R2 



On voit done bien sur cette seconde analyse qu'il s'agit de DRBl*gr0405 (SEQ 
ID NO 7 et SEQ ID NO 8 sont positives), alors que s'il s'agissait de DRBl*gr0404 la 
SEQ ID NO 8 aurait du etre negative. La differenciation entre DRBl*gr0404 et 
DRBl*gr0405 est done possible, ce qui a moins d'incidence que dans Fexemple 
precedent puisque, selon nos connaissances actuelles, ces deux alleles ont le meme 
impact sur la polyarthrite rhumatoide. Ainsi, DRBl*gr0404 et DRBl*gr0405 sont tous 
les deux associes a la susceptibilite genetique a la polyarthrite rhumatoide. Bien 
entendu, T importance de cette seconde analyse pourra varier si nos connaissances 
futures prouvent un impact plus important d'un de ces deux alleles par rapport a 
T autre. 

Le typage de ce deuxieme echantillon est done DRBl*gr0405 / gr52. 
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1°) Troisier ^ echantillon : 



i3arreiie ivi 


no x 1 ooo 


+ / - 


SEQ ID NO 1 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


<50 




SEQ ID NO 3 


237 


+ 


SEQ ID NO 4 


1 




SEQ ID NO 5 


0 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


156 


+ 


SEQ ID NO 8 


563 


+ 



Tableau 26 : Rarrette Rl 



"Rflrrette R2hi<; 

.Ocil. 1 Is llw IVfaUlO 


DO x 1000 


+ / - 


SEQ ID NO 9 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 10 


637 


+ 


SEQ ID NO 1 1 


2 




SEQ ID NO 12 


4 




SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


248 


+ 



Tableau 27 : Barrette R2 



Dans ce cas, il n'est pas possible, sans prendre de risque de differencier dans le 
groupe DRBl*gr04 (SEQ ID NO 3 est positive) entre DRBl*gr0404 (SEQ ID NO 7 
est positive) et DRBl*gr0405 (SEQ ID NO 7 et SEQ ID NO 8 sont toutes les deux 
positives). L'autre allele est un gr8+12 (SEQ ID NO 16 est positive), qui est neutre 
pour la polyarthrite rhumatoide ou la spondylarthrite ankylosante, selon nos 
connaissances actuelles. II faut noter egalement que, contrairement aux deux exemples 
precedents, un allele B*27 est present.La seconde analyse va encore une fois permettre 
de differencier ces deux alleles. C'est ce qui est bien represente sur les tableaux 28 et 
29. 
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Barrette Rl 


DOx 1000 


+ /- 


SEQ ID NO 1 


>2500 


+ 


SEQ ID NO 2 


< 50 




SEQ ID NO 3 


1453 


+ 


SEQ ID NO 4 


0 




SEQ ID NO 5 


0 1 




SEQ ID NO 6 


0 




SEQ ID NO 7 


467 


+ 


SEQ ID NO 8 


1 





Barrette R2bis 


DO x 1000 


+ / - 


SEQ ID NO 9 


ND 


7 


SEQ ID NO 10 


ND 


9 


SEQ ID NO 1 1 


0 




SEQ ID NO 12 


0 




SEQ ID NO 13 


0 




SEQ ID NO 14 


0 




SEQ ID NO 15 


0 




SEQ ID NO 16 


0 







Tahlp.au 28 ; Barrette Rl 



Tahleau 29 : Barrette R2 



On voit done bien sur cette seconde analyse qu'il s'agit de DRBl*gr0404 
puisque SEQ ID NO 7 est positive et SEQ ID NO 8 est negative, alors que s'il 
s'agissait de DRBl*gr0405 la SEQ ID NO 8 aurait du etre positive, comme dans 
l'exemple precedent. La differentiation entre DRBl*gr0404 et DRBl*gr0405 est done 
possible, ce qui a moins d'incidence que dans le premier exemple puisque ces deux 
alleles ont le meme impact sur la polyarthrite rhumatoide. Ainsi, DRBl*gr0404 et 
DRBl*gr0405 sont tous les deux associes a la susceptibilite genetique a la polyarthrite 
rhumatoide. Neanmoins, on peut reiterer les remarques faites pour le deuxieme 
dchantillon. 

Le typage de ce troisieme echantillon est done DRBl*gr0404 / gr8+12, avec 
presence d'au moins un allele B*27. 



Y - Conclusions : 

Comme le prouve ces exemples, le precede revendique permet de pratiquer 
simultanement, en une ou deux etapes, la recherche de susceptibilite genetique a la 
polyarthrite rhumatoide, basee sur une analyse totalement dediee aux informations 
attendues par le clinicien (DR1, DR4, DR10, sous-types du DRBl*gr04, presence du 
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motif QKRAA, QRRAA et RRRAA, effet dose), et egalement la recherche du HLA- 
B*27 souvent informative lors d'une consultation en rhumatologie. 

La pertinence de rinformation HLA-DR et HLA-B27 est demandee lors d'une 
consultation en rhumatologie. Simplicity praticabilite et rapidite du test, avec en 
corollaire un impact financier important, sont les avantages du procede selon 
1' invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede d'analyse de la predisposition genetique d'un patient a au moins une 
maladie, consistant a mettre un echantillon liquide contenant au moins un type 
d'amplicons, issus de V amplification d'au moins une region polymorphe d'interet en 
rapport avec la ou les maladies recherchees, en presence de sondes choisies de la fa 9 on 
suivante : 

- au moins une sonde specifique de typage, dite a faible resolution, capable de 
s'hybrider sur la region polymorphe d'interet d'au moins un gene ou un groupe 
d'alleles de ce gene porte par l'amplicon et associe a ladite ou auxdites maladies, et 

- au moins une sonde specifique de sous-typage, dite a haute resolution, capable de. 
s'hybnder sur ladite region polymorphe d'interet de l'allele ou du groupe d'alleles 
specifique de la sonde de typage, dite a faible resolution, 

la ou les sondes a haute resolution permettant de discriminer le ou les alleles associes a 
la susceptibilite et/ou le ou les alleles associes a la resistance a ladite ou auxdites 
maladies, selon leur hybridation ou leur non hybridation. 

2. Procede, selon la revendication 1, aftn de detecter la presence d'un autre 
allele, lorsqu'un seul allele du gene ou du groupe d'alleles de ce gene a ete detecte, par 
au moins une sonde specifique de typage a faible resolution, correspondant au(x) 
autre(s) groupe(s) d'alleles, consistant a mettre les amplicons en presence d'au moms 
une sonde specifique d'au moins un autre allele, correspondant au polymorphisme 
dudit gene ou dudit groupe d'alleles de ce gene detecte par la ou les sondes a faible 
resolution. 

3. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, QWS&M <?n eg 
gus chaque sonde a faible ou a haute resolution, specifique de la ou des maladies 
recherchees, comporte au moins un motif caracteristique de ladite ou desdites maladies 
recherchees. 
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4. Procede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, pour la detection 
d' alleles HLA-DR de susceptibilite genetique a la Polyarthrite Rhumatoide et autres 
maladies associees, r.aracterise en ce que Ton utilise : 

, au moins une sonde a faible resolution capable de s'hybrider sur le groupe d'alleles 
DRBl*gr04, 

- au moins une sonde a haute resolution, associee a la susceptibilite genetique a la 
Polyarthrite Rhumatoide, capable de s'hybrider avec les alleles suivants : DRB1*0101, 
DRBl*gr0401, DRBl*gr0404, DRBl*gr0405, DRBl*gr0408 et DRB1*1402, 

- au moins une sonde a haute resolution, associee a la resistance genetique a la 
Polyarthrite Rhumatoide, capable de s'hybrider avec les alleles suivants: 
DRBl*gr0402, DRBl*gr0403, DRBl*gr0406 et DRBl*gr0407. 



5. Procede, selon la revendication 4, caractmse en ce que Ton utilise au moins 
une sonde a faible resolution capable de s'hybrider sur le groupe d'alleles DRB1*01 et 

15 sur 1' allele DRB1*10. 

6. Procede, selon l'une quelconque des revendications 4 ou 5, afin de detecter la 
presence d'un autre allele lorsqu'un seul allele du groupe d'alleles DRBl*gr04 a et6 
detecte, ^cterise. en ce que l'on utilise au moins une sonde capable de s'hybrider sur 
les alleles suivants: DRB1*02, DRB1*03, DRB1*07, DRB1*08, DRB1-09, 
DRB1*11,DRB1*12, DRB1*13 et DRB1*14. 



7. Procede, selon l'une quelconque des revendications 4 a 6, caractense en CS 
que Ton utilise : 

25 - une sonde SEQ ID NO 3 pour le typage de DRB1 *gr04, 

- deux sondes a haute resolution, associees a la susceptibilite genetique a la Polyarthrite 

Rhumatoide : 

- SEQ ID NO 4 pour DRBl*gr0401, 

- SEQIDNO7pourDRBl*0101,DRBl*gr0404,DRBl*gr0405,et 

30 DRBl*04gr08,DRB 1*1402, 

- deux sondes a haute resolution, associees a la resistance genetique a la Polyarthrite 

Rhumatoide : 
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- SEQ ID NO 5 pour DRB 1 *gr0402, et 

- SEQ ID NO 6 pour DRBl*gr0403 ? DRBl*gr0406, DRBl*gr0407. 

8. Procede, seion la revendication 7, characterise en ce que Ton utilise egalement 
5 une sonde a haute resolution, SEQ ID NO 8 specifique de DRBl*gr0405, associee a la 

susceptibilite genetique a la Polyarthrite Rhumatoide. 

9. Procede, selon la revendication 5, caraclejjsg en ce que Ton utilise les deux 
sondes suivantes pour le typage : 

10 - SEQ ID NO 1 1 pour le groupe d'alleles DRB 1*01, et 

- SEQ ID NO 1 5 pour F allele DRB 1*10. 

10. Procede, selon la revendication 6, afm de detecter la presence d'un autre 
allele lorsqu'un seul allele du groupe d'alleles DRBl*gr04 a ete detecte, cauterise ep 

15 ce que Ton utilise quatre sondes de typage suivantes : 

- SEQ ID NO 13 pour DRB 1*02, 

- SEQ ID NO 14 pour DRB 1*07, DRB 1*09, 

- SEQ ID NO 1 6 pour DRB 1*08, DRB 1 * 1 2, et 

- SEQ ID NO 12 pour DRB1*03, DRB1*11, DRB1*13, DRB1*14. 
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11. Procede, selon Tune quelconque des revendications 4 a 10, characterise en ce 
que chaque sonde a faible ou a haute resolution, specifique des alleles de susceptibilite 
genetique a la Polyarthrite Rhumatoide et autres maladies associees, comporte l'un des 
motifs caracteristiques suivants : QKRAA, QRRAA ou RRRAA. 

12. Procede, selon Tune quelconque des revendications 4 a 1 1, caracteris£ en ce 
cjulau moins une sonde de controle, capable de s'hybrider avec T ensemble des genes 
DRB1, est utilisee pour permettre la detection de tous les genes DRB1, tel que SEQ ID 
NO 1 : TTC GAC AGC GAC GTG GGG. 

13. Procede, selon Tune quelconque des revendications 4 a 12, pour la detection 
d'alleles de susceptibilite genetique a la Spondylarthrite Ankylosante et autres maladies 
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ass0 ciees. gjaagteiise en ce que Ton utilise au moins une sonde a faible resolution, telle 
que SEQ ID NO 10, capable de s'hybrider sur le gene HLA-B, specifique de groupe 
d'alleless HLA-B27. 

14. Precede, selon l'une quelconque des revendications 4 a 13, pour la detection 
de la susceptibilite genetique associee au Lupus Erythemateux Dissemine, aux 
Connectivites, au Syndrome de Sjogren et autres maladies associees, caracterise en ce 
gug l'on utilise au moins une sonde a faible resolution, telle que SEQ ID NO 19, 
capable de s'hybrider sur le gene HLA-DR, specifique du groupe d'alleles DRB1*03. 

15. Precede, selon l'une quelconque des revendications I a 14, caracterise en ce 
gulau plus 38,89 % des bases d'une meme sonde a faible resolution ou a haute 
resolution est remplacee par au moins une base analogue, telle que l'inosine. 

16. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en ce 
gue chaque sonde specifique a faible resolution ou a haute resolution, est placee dans 
un puits d'un plaque de microtitration independamment des autres sondes. 

17. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 16, c^cterise en ce 
20 0U£ toutes les reactions sont realisees simultanement. 

18. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 17, sara&§DS£ *n ce 
gus, prealablement, au moins une amplification de la ou des regions polymorphes 

d'interet est effectuee. 

19. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, caracterise en ce 
cms, prealablement, une amplification de la ou des regions polymorphes d'interet 
associees au HLA-DR et une amplification de la ou des regions polymorphes d'interet 
associees au HLA-B sont effectuees simultanement. 
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20. Precede, selon l'une quelconque des revendications 1 a 19, caracterise en ee 
gulon effectue une seconde amplification d'au moins une region plus ciblee que celle 
deja effectuee sur la region polymorphs cette region plus ciblee etant une region 
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d'interet en rapport avec la ou les maladies recherchees, sU^on met les amplicons 
obtenus en presence des sondes precedemment defmies. 

21 Procede, selon la revendication 20, giuasigriss en ce que la premiere 
amplification est effectuee en meme temps que ou prealablement a la seconde 
amplification plus ciblee. 

22 Amplification d'une sequence correspondant aux groupes d'alleles 
DRBl*gr04 en vue de son utilisation dans un procede d'analyse de la predisposition 
genetique d'un patient a la polyarthrite rhumatoTde, qui consiste a utiliser des amorces 
SEQ ID NO 20 en combinaison avec des amorces SEQ ID NO 21 . 

23 Ampliation d'une sequence correspondant de 1'allele B27 en vue de son 
utilisation dans un procede d'analyse de la predisposition genetique d'un patxent a la 
spondy.arthrite ankylosante, qui consiste a utiliser des amorces SEQ ID NO 22, SEQ 
ID NO 23 et/ou SEQ ID NO 25 en combinaison avec des amorces SEQ ID NO 24 et/ou 
SEQ ID NO 26. 

24 Amplifications, consistant a combiner les deux amplifications selon les 
revendication, 22 et 23, en vue de son utilisation dans un procede d'analyse de la 
predisposition genetique d'un patient a la polyarthrite rhumatofde et/ou a la 
spondylarthrite ankylosante 

25 Amplification, selon la revendication 24, dans laquelle la concentration 
finale en amorces permettant 1' amplification de la sequence correspondant aux groupes 
d'alleles DRBl*gr04 est superieure a la concentration finale en amorces permettant 
ramplification de la sequence correspondant de 1'allele B27. 

26 Amplification, selon 1'une quelconque des revendications 22 a 25, d'une 
sequence correspondant a une region plus ciblee, incluse dans .'allele DRB 1 *gr04, qui 
consiste a utiliser des amorces SEQ ID NO 21 en combinaison avec des amorces SEQ 



ID NO 27. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> bioMerieux 

<120> Precede d'analyse de la predisposition genetique d'un 

patient a au moins une maladie et amplification adaptee 
a un tel procede 

<130> HLASICK2 

<140> 
<141> 

<160> 27 

<170> Patent in Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 18 
20 <212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 18 
ttcgacagcg acgtgggg 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 
30 <213> Homo sapiens 

<400> 2 20 
tatgaaactt atggggatac 



<210> 3 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 !6 
gatacttcta tcacca 



45 <210> 4 

<211> 15 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

50 <400> 4 15 

gagcagaanc ggncc 



<210> 5 
55 <211> 15 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<400> 5 15 
ctggaagacg ancgg 

5 <210> 6 

<211> 18 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

10 <400> 6 18 

agcanangcn ggncnann 

) 

<210> 7 
15 <211> 18 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 18 
20 cagaggcgng nnncngtg 

<210> 8 
<211> 15 
25 <212> ADN 

<213> Homo sapiens 



30 



45 



<400> 8 15 
gcctagcgcc gagta 



<210> 9 
<211> 23 
<212> ADN 
35 <213> Homo sapiens 

<400> 9 23 
aaatacctca tggagtggga gcc 

40 

<210> 10 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 18 
tgccttngcc ttncagat 

50 <210> 11 

<211> 18 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

55 <400> 11 18 

tggcagctta agtttgaa 
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<210> 12 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

5 

<400> 12 16 
tactctacgt ctgagt 

10 <210> 13 

<211> 17 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

15 <400> 13 17 

cagcctaaga gggagtg 

<210> 14 
20 <211> 18 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 18 
25 naggtngaca ncgtgtgc 

<210> 15 
<211> 15 
30 <212> ADN 

<213> Homo sapiens 



35 



<400> 15 15 
ggaggaggtt aagtt 



<210> 16 

<211> 14 

<212> ADN 

40 <213> Homo sapiens 

<400> 16 14 
ctctacgggn gagt 

45 

<210> 17 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

50 

<400> 17 16 
gaacagccag aaggac 

55 <210> 18 

<211> 19 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<400> 18 

ctcgctctgg ttgtagtag 



19 



10 



<210> 19 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 19 

ccgggtggac aacnac 



16 



15 <210> 20 

<211> 27 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



20 <400> 20 

ccggatcctt cgtgtcccca cagcacg 



27 



<210> 21 
25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



30 



<400> 21 

tcgccgctgc actgtgaag 
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<210> 22 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



40 



<400> 22 

gggaggagcg aggggacccc ag 



22 



45 



<210> 23 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 23 

gggaggagcg aggggaccgc ag 



22 



50 



55 



<210> 24 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 24 

atctcggacc cggagact 
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<210> 25 

<211> 11 

<212> ADN 

5 <213> Homo sapiens 

<400> 25 
aggggaccgc a 

10 

<210> 26 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

15 

<400> 26 

atctcggacc cggagactcg 



20 <210> 27 

<211> 21 
<212> ADN 
<213> Homo 



sapiens 



25 <400> 27 

gtttcttgga gcaggttaaa c 
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